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CILE PRACE

|. Teoreticka c¢ast

Vypracovat literarni reSersi shrnujici aktualni poznatky o funkci a vyznamu

S-nitrosoglutathionreduktasy v metabolismu reaktivnich forem dusiku v rostlinach.
[l. Experimentalni €ast

S vyuzitim purifikovaného rekombinantniho enzymu optimalizovat podminky
provedeni elektroforézy a detekce enzymoveé aktivity.
Aplikovat optimalizovanou metodu na sledovani aktivity GSNOR na modelovych

rostlinach.
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1.1. Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (RNS) byly popsény jako signalni molekuly v mnoha
dalezitych fyziologickych a patologickych procesech u vySSich rostlin (Corpas et al.,
2008a). Jejich vysoké hladiny zpusobuji poSkozeni buné&nych makromolekul, lipidd,
proteind a DNA. Tato nadprodukce je zahrnuta v patogenezi a progresi riznych stavd,
které souvisi s oxidacnim stresem a je potfeba tyto hladiny snizovat (Moini et al.,
2002). RNSmaji v prvni fadé vyznam jako endogenni regulatory bunéénych
a tkanovych funkci. Mohou vznikat bud’ oxidaci, nebo redukci oxidu dusnatého (Hill et
al., 2010). Presné mnoZstvi RNS je pro jejich kratkou Zivotnost obtizné presné zméfit
(Moore & Mani, 2002).

Mezi RNS patfi oxid dusny (NO), oxid dusity (N,Ogz), oxid dusi¢ny (NO,),
peroxynitrit (ONOQY), S-nitrosothioly (RSNO), S-nitrosoglutathion (GSNO), a dalSi
(Chaki et al., 2009).

1.1.1. Oxid dusnaty

NO je plynny radikél a klicova signalni molekula, ktera je spojena s regulaci
mnoha fyziologickych i patologickych procest v Zivo€iSnych a rostlinnych burikach
(Chaki et al.,, 2009; Moncada et al., 1991). NO je volny radikal s patnacti elektrony,
z kterych je jeden neparovy. Pfijetim nebo odebranim jednoho elektronu se zméni jeho
struktura, napf. na NO™ nitrosoniovy kationt nebo NO™ nitroxylovy aniont (Krasylenko et
al., 2010). V zivocisnych burikach je NO vytvoreny z L-argininu G¢inkem rodiny enzyma
nazvanych NO-synthasy (NOS, EC 1.14.13.39). Pfi reakci vznika L-citrulin a NO
(Obr. 1).

H Coo” H COO H COO
* +
HaN 07 H0  H3N 03 H20  H3N
M "'Hﬂl
1LONADPH 0.5 NADPH
HN HM H N
"1 +
/ENHI >:'i‘-GH %ﬂl
HaN HzN  H HzM
L— ARGININE N CHYDROXY - L— ARGININE L-CITRULLINE NITRIC OXIDE

Obr. 1. Schéma syntézy NO z L-argininu (pfevzato z Habib & Ali 2011).
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1.1.1.1. NO-synthasy (NOS, EC 1.14.13.39)

Rozeznavame tfi isoformy NOS a to konstitutivni formy - endoteliarni,
neurondlni a formu inducibilni. V3echny isoenzymy NOS obsahuji hemové Zelezo
(protoporfyrin IX), flavinmononukleotid (FMN), flavinadenindinukleotid (FAD). Jako
kofaktor potfebuji nikotinamidadenindinukleotid (NADH) a tetrahydrobiopterin. Déle
muze NO vznikat ¢innosti enzymu nitratreduktasy (NR, EC 1.7.1.1), znamé jsou
i pfipady vzniku NO neenzymatickou cestou (Barroso et al., 2006; Hong et al., 2007;
Kupkova & Benes, 2004).

Inducibilni NOS je typ 2 NOS a je vyvolana zanétlivymi podnéty, napf.
cytokininy a lipopolysacharidy. Je exprimovana predevSim makrofagy a obsahuje
pevné vazany kalmodulin. Syntézu iINOS je mozné navodit také u gliovych bunék, jater

a srdecéniho svalu.

Endothelialni NOS je exprimovana zejména v endothelialnich burikach vystelky
cév a je zavisla na Ca®*. NO produkovany eNOS se $iFi do bunék hladké svaloviny cév

a vyvolava cGMP-dependentni uvolnéni hladkého svalstva a tim zvySuje prutok krve.

Neurondlni NOS je exprimovana v synapsich koncovych neurond a je zavisla
na hladind Ca*. Zvy3end koncentrace Ca’* se aktivuje prostfednictvim vazby
neurotransmiteru glutaméatu na receptory v bunééné membrané. nNOS je aktivovana

depolarizaci membrany prostfednictvim otevienim Ca®* kanalt (Habib & Ali, 2011).

1.1.1.2. Signalni reakce NO

Signalni reakce NO zahrnuji tvorbu sekundéarnich posld cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP) a cyklické adenosindifosfatribosy cADPR jejichz
prostfednictvim je regulovana hladina cytosolického vapniku a tim Ca** kanaly. NO
umoziiuje kovalentni modifikaci proteinl a to S-nitrosylaci cysteinu a nitraci tyrosinu.
Metabolit S-nitrosoglutathion (GSNO) vznikly S-nitrosylaci slouzi jako pfenaSec signalu
NO (Obr. 2) (Parani et al., 2004).
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Obr. 2. Znédzornéni signalnich drah NO v rostlinnych burikach (pfevzato Piterkova et
al., 2008).

Oxid dusnaty stimuluje aktivitu solubilni guanylatcyklasy, a tim reguluje syntézu
cyklického guanosin-monofosfatu (cGMP), ktery vyvolava prostfednictvim cGMP-
dependentni proteinkinasy vazodilataci. V imunitnim systému se Uc¢astni nespecifické
obrany organismu hlavné proti prvokdm, nékterym bakteriim, virdm a nadorim,
zasahuje do procesu fagocytdzy a zanétu. V kardiovaskularnim systému se oxid
dusnaty podili na udrzovani tonu cév a krevniho tlaku, inhibuje adhesi i agregaci
trombocytl, tlumi aktivaci leukocytl a ma antiproliferaéni Gc¢inek. V centralnim
nervovém systému pusobi jako bunéény posel. Hraje roli pfi morfogenezi mozku,
reguluje tvorbu synapsi, vybojovou aktivitu neuronu, vydej neurotransmiterl. NO je
povazovan za jeden z mediatort bolesti, mGze hrat urcitou roli pfi vzniku morfinové

tolerance i pfi zavislosti na kokain a alkohol (Kupkova & Benes§, 2004).

1.1.1.3. Syntéza NO u rostlin

V soucasnosti bylo popsano celkem Sest enzym(, které mohou katalyzovat
syntézu NO v rostlinnych burnikach. Prvnim jednoznacné identifikovanym enzymovym
zdrojem NO v rostlinach byla nitratreduktasall (NR, EC 1.7.1.1.). NR je homodimerni
protein s molekulovou hmotnosti mezi 200 a 250 kDa v zavislosti na rostlinném zdroji,
pficemz kazdy monomer obsahuje tfi prostetické skupiny: FAD, hem a molybdenovy
kofaktor. Aktivita NR je posttranslacné regulovana reverzibilni fosforylaci. Hlavni roli
NR v rostlinach je katalyza NAD(P)H-dependentni dvouelektronové redukce dusiéhanu
na dusitan. V peroxisomech hrachu byla popsana specificka forma enzymu podobného
ZivociSnym NO synthesdm. U proteinu AtNOS1 byla popséna lokalizace
v mitochondriich a Uloha v obrané rostlinnych bunék proti oxidativnimu poSkozeni.
V dalSich experimentech byla jeho NO-synthasova aktivita zpochybnéna a byl

pfejmenovan na AtNOAL. Nitrit:NO reduktasa je dalSim specifickym rostlinnym
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enzymem podilejicim se na syntéze NO. Tento enzym byl doposud popsan pouze
v plasmatické membrané kofenovych bunék tabaku spole¢né s kofenové-specifickou
formou nitratreduktasy. Nitrit:NO reduktasa katalyzuje redukci dusitanu na NO
(Piterkova et al., 2008).

U rostlin NO reguluje fadu fyziologickych procesu a obrannych reakci rostlin.
Ma roli vrastu a vyvoji rostlin, kdy se podili na kli¢eni semen, ristu primarnich a
boc¢nich kofenu, kveteni a regulaci rastu pylové lacky, zralosti, senescence, hormonalni
signalizaci, pohybu praduchl a obranné reakci na bioticky i abioticky stres (Corpas et
al., 2008a; Lee et al., 2008).

1.2. Postransla éni modifikace protein G pasobenim RNS

1.2.1. Nitrace protein U

Nitrace patfi mezi posttransla¢ni kovalentni modifikace proteint a je spojena
s produkci a reaktivitou RNS v rostlinnych a Zivo€isnych bunkéch (Corpas et al., 2009;
Chaki et al., 2009). Nitrace proteint vznika vazbou nitro- aduktu (R-NO,) na aromatické
aminokyseliny jako je napfiklad tyrosin a tryptofan (Gaupels et al., 2011). Meazi
nejvyznamnéjSi nitracni Cinidla in vivo, které mohou nitrovat volné iv proteinech
vadzané aminokyseliny, patfi oxid dusnhaty (NO) a dusiCity (NO,), peroxydusitan

(ONOO)) a slouceniny odvozené od dusitanu jako je kyselina dusita a nitrochlorid.

Nitrace proteint probiha nejpravdépodobnéji pisobenim peroxynitritu a hemové
peroxidasy, které se podileji na vzniku vysoce reaktivniho nitraéniho cinidla NO,

(Hnizdova et al., 2009). NejvyznamnéjSi nitrace vznikéa pisobenim peroxynitritu.

1.2.1.1. Peroxynitrit

Peroxynitrit (ONOOQO") je vysledek rychlé reakce mezi superoxidovymi radikaly
(0,) aNO (k = 1.9 x 10" M * sh). Tato molekula je silné oxidaéni ¢ginidlo a muZze
reagovat s DNA, lipidy a proteiny v reakcich vedoucich ve fyziologickych podminkéach
k poSkozeni buriky a cytotoxicité. V tomto smyslu, nitrace proteinu tyrosinu spociva
v pfidani nitro skupiny k jednomu ze dvou ortho-uhlik aromatického kruhu rezidua
tyrozinu (Chaki et al., 2009) (Obr. 3).
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oxidace proteini .
nitrace proteini APOPTOZA
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inaktivace enzymi
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NADPH oxidasa, X/XO, eNOS aktivace kaspaz  ——— NEKROZA

Obr. 3. Vznik a reakce peroxynitritu vedouci k nitraci a apoptické nebo nekrotické

bunécéné smrti (upraveno podle Novo & Parola, 2008).

V ZivociSnych bunkach je nitrace tyrosinu uzZivana jako biomarker patologickych
stavu a nitrosativniho stresu a to svoji schopnosti modifikace konformace a struktury
proteind. V rostlinach je prokazano, Ze by hladina nitro-tyrozinu mohla byt ukazatelem

nitrosativniho stresu (Chaki et al., 2009) (obr. 4).

OH

on OH
= 3 . ~3 i
OH H,0 - =1
Q= = g
I o, ~ N /( TN P ‘\I_;O
= . 1.
R\ /R \;:_'_'-i R\ : ,/R \H\:‘_{'\/ RI““ /L“' /R ©

NH C NH C
N HOONO  NOy I HOONO OH" ﬁ

o 0 o

Obr. 4. Schéma vzniku nitro-tyrosinu (pfevzato z Hnizdova et al., 2009).

1.2.2. S-nitrosylace protein

S-nitrosylace patfi mezi posttranslaéni modifikace protein a ma c&asto
za néasledek inhibici jejich enzymové aktivity ¢i zmény ve struktufe a funkci (obr. 5) (Lee

et al., 2008; Martinez-Ruiz et al., 2004).

S-nitrosylace proteinu je posttranslacni modifikace boéniho fetézce cysteinu,

kdy se -NO skupina navaze na -SH skupinu cysteinu (Hoffmann et al., 2003; Staab et

al., 2008a).
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Obr. 5. Schéma S-nitrosylace (pfevzato z Martinez-Ruiz & Lamas, 2007).

V dnedni dobé& zname vice nez 100 moznych cild pro S-nitrosylaci, v€etné
proteind zapojenych do raznych bunéénych procesl jako je apopt6za, membranovy

pfenos, homeostaza Zeleza a kontrola bunééného redoxniho stavu (Hess et al., 2005).

Oproti fosforylaci, kter4 je enzymové Fizend, je dosazeno S-nitrosylace diky
nekatalytické chemické modifikaci rezidua proteinu. Pfi reakci zaleZzi pouze na
chemické reaktivitt mezi nitrosylaénim cinidlem a cilovym thiolem cysteinu oproti
fosforylaci, kdy se spoléhd na rozpoznani cilové struktury proteinu pfislusnym

enzymem (Martinez-Ruiz & Lamas, 2004).

1.2.2.1. S-nitrosothioly

S-nitrosothioly (SNOs) obecné a v prvni fadé S-nitrosoglutathion (GSNO) hraji
vyznamnou roli v metabolismu oxidu dusnatého. V ZivociSnych burikach se SNOs
U€astni transportu, skladovani a uvolnéni NO, dale hraji roli v ramci fyziologickych
a patologickych stavll diky posttranslaénim modifikaci v bunééné signalizaci.
V rostlinach je o SNOs daleko méné znalosti, nékteré vysledky v3ak naznacuji, Ze
mohou tyto latky hrat podobnou funkci jako v ZivociSnych burnkach (Corpas et al.,
2008a; Foster et al., 2003).

SNOs jsou endogenni metabolity oxidu dusnatého se strukturou R-SNO.

Reakce vzniku SNOs je popsana jako elektrofilni atak atomu siry cysteinu nebo
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homocysteinu nitrosylovam kationem NO®, byly v8ak prokdzany i reakce zahrnujici
nitroxyl NO™ a NO-radikdl (Gaston et al, 2003). SNOs se nachéazeji jak
v intracelularnim, tak extracelularnim prostoru bunék a slouzi jako zasobni

a transportni formy NO (Hogg, 2000).

Na degradaci SNOs se podili fada enzymd, jako jsou: xanthinoxidasa (EC
1.17.3.2), y-glutamyltranspeptidasa (EC 2.3.2.2), thioredoxinreduktasa (EC 1.8.1.9),
Cu/Zn superoxiddismutasa (EC 1.15.1.1.), glutathionperoxidasa (EC 1.11.1.9)
a S-nitrosoglutathionreduktasa (EC 1.2.1.1.). Diky témto enzymim dochazi
k transnitrosacnim reakcim, kdy je pfenesena NO skupina z jedné molekuly na jinou
(Gaston et al., 2003).

Reaktivita S-nitrosothiolt v biologickych soustavach je znazornéna na obr. 6
a zahrnuje S-thiolaci, uvolnéni NO a transnitrosacni reakce. Reakci SNOs s ionty médi
vznikad NO. Transnitrosacni reakce, jak jiz bylo vySe uvedeno, je reakce, pfi niz je
funkéni nitroso skupina z SNOs pfenesena na thiolovou skupinu jiné molekuly.
S-thiolace je reakce SNOs s thiolatovym aniontem za vzniku NO™ a disulfidu. (Hogg,
2000).

RS+ NO»
A
Direct Effects | R'SNO + RSH
| hy -~
R'SI ]{_};f’#
_-r""-r;--
“ -
RSNO
/ ]
r \ R'SH
Cu+ | (_‘.-'Ll‘jr
RSH + NO- R'SSR + NO

RSSR + NO-
Obr. 6. Reaktivita S-nitrosothioldl (RSNO) (pfevzato z Hogg, 2000).
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1.2.2.2. S-nitrosoglutathion

S-nitrosoglutathion (obr. 7, 8) (GSNO, 2S-2-amino-5-[[2R-1-

(karboxymethylamino)-3-nitrososulfanyl-1-oxopropan-2-yllamino]-5-oxopentanova
kyselina) patfi k nejrozSifenéjSim S-nitrosothiolim. Vznik& reakci glutathionu (obr. 7)
(GSH, tripeptid y-glutamyl-cysteinyl-glycin) s reaktivnimi formami dusiku za pfitomnosti
O.,. (Corpas et al., 2008a; Barroso et al., 2006).
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g G556 . “wj*w:' iy .
g | Y
= .l &
E | | ..::/T\-\.-'”'H._,-i\h.-"l:. -::W-\._./i\_l:._
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|
u-9.".?’.“,-.—..-:1-::?.-;?:r‘.“.‘..—.’.':.ﬁ..“.*,-:f'.-’ '“Tﬂf--'h,ﬂ——,*—" e
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Obr. 7. LC-ES/MS chromatogramy GSH, GSSG a GSNO (pfevzato z Airaki et al.,

2011).
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GSNO je relativné stabilni ve vodnych roztocich, ve tmé& a v pfitomnosti
chelator kovovych iontd (Liu et al.,, 2004). GSNO je zapojen do S-nitrosylace
a S-glutathionylace proteinl, kdy jeho degradaci vznikd oxidovany glutathion (GSSG)
(obr. 7, 8). GSNO je také substratem pro S-nitrosoglutathionreduktasu (GSNOR)
(Yanbin et al.,, 1999). U nékterych rostlinnych druhG byla pfitomnost GSNO
zaznamenana pfi biotickych a abiotickych stresovych podminkach (Chaki et al., 2009).

A
NADH NAD MADH MAD GSH

GSNO BN GS{HNOH) L—L-- GSNH3 \“*_-- GSSG + NH3

NADH NAD o H*
e
GSNO L—L-- GS(NHOH)  ———m GS::" L—-- GSOH + NH;

MH;
/f GEH

GEEG + NHZOH
Obr. 8. Schéma rozkladu GSNO (pfevzato z Vogt et al., 2003).

Celkové shrnuti drah vedoucich od syntézy NO po jeho produkty uvadénych

reakci vidime na obr. 9.

NAPF* NADFPH

L-citrulline

02
0,
) I|pH
0, H,0 Jen NO 2
/ l \<lhiuls
ONOO- NO S-GSNO
/ peroxynitrite nitritec  s-nitrosothiols

3-Nitrotyrosine

Obr. 9. Oxid dusnaty a odvozené reaktivni formy dusiku (pfevzato z MacNee, 2005).
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1.3. S-nitrosog lutathionreduktasa (GSNOR)

S-nitrosoglutathioreduktasa je enzym dfive znamy jako formaldehyd
GSHdependentni dehydrogenasa (FALDH) nebo také jako alkoholdehydrogenasa tfidy
[l (ADH3, EC 1.2.1.1) (Rusterucci et al., 2007). Hraje rozhodujici roli v enzymatické
oxidaci endogenniho a exogenniho formaldehydu a regulaci hladiny S-nitrosothiold
(Staab et al., 2008a; Thompson et al., 2009). Tuto hladinu S-nitrosothiolt reguluje diky
rozkladu GSNO na oxidovany glutathion a amoniak (Gaupels et al., 2011).

1.3.1. Struktura S -nitrosoglutathionreduktasy

Jako ostatni enzymy alkoholdehydrogenasové rodiny (ADH) ma i GSNOR
(ADH3) dimerni strukturu se dvéma atomy zinku a dvéma 40 kDa podjednotkami.
Jeden atom zinku slouZi pouze k strukturalni funkci, druhy atom zinku funguje jako
Lewisovska kyselina a aktivuje substrat v aktivnim misté, které se nachazi v mezere
mezi katalytickou a koenzymovou vazebnou doménou enzymu (obr. 10) (Staab et al.,
2008a). Atom zinku, ktery slouZi pouze k strukturalni funkci, je u tohoto enzymu
navazan na Ctyii cysteiny stejné jako u alkoholdehydrogenas tfidy | (Sanghati et al.,
2002). Kazdy monomer se sklada z vétsi katalytické a menSi domény pro vazbu
koenzymu, tato katalytickdh doména ma polootevienou konformaci (England et al.,
1993; Yang et al., 1997).

NADH

SN

Argild T\
=

Obr. 10. Dimerni struktura a aktivni misto GSNOR. Vlevo zobrazena dimerni struktura
znazoriujici oba monomery (zelend a Zluta), dale polohu atomu zinku, koenzymy
a substrat (pouze Zluty monomer). Vpravo vidime pohled na aktivhi misto
s koenzymem NAD" a substratem GSNO demonstrujici orientaci GSNO mezi aktivnim

mistem zinku a Arg-114 (pfevzato z Staab et al., 2008a).
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Oproti ostatnim ze skupiny alkoholdehydrogenas jsou rezidua 53-59 a 113-120
dale od aktivnhiho mista, a tim se vytvofi vétSi vstup vazebné domény pro substrat.
Toto je dilezité pro substratovou specifitu. Alkoholy s kratkym fetézcem, jako je etanol,
nemulze byt aktivni misto nasyceno, avSak alkoholim s dlouhym Fetézcem (napf.
oktanol), dale slou¢eninam glutathionu a formaldehydu S-hydroxymethylglutathionu
(HMGHS) a S-nitrosoglutathionu (GSNO) a w-hydroxy-mastnym kyselinam poskytuje

velké aktivni misto prostor pro navazani (Staab et al., 2008a).

Strukturalni studie také ukazuji, Ze se pfi katalytickém cyklu GSNOR zinek
v aktivnim misté pohybuje sem a tam mezi dvéma polohami (obr. 11). Vazba
koenzymu v aktivnim misté premisti zinek o 2,3 A a zvy3uje jeho vzdalenost od
molekuly vody. Koenzym také naruSuje bidentatni interakci mezi Arg-368, a Glu-67
a otaci karboxylovou skupinu Glu-67 k aktivnimu mistu (Sanghani et al., 2005).

Obr. 11. Zmény v koordinaci zinku v aktivnim misté po navazani koenzymu. Modra:
relativni pozice aktivniho mista GSNOR apoenzymu. RGzova: binarni komplex GSNOR

po navazani koenzymu NAD(H) (pfevzato z Sanghani et al., 2005).

GSNOR se velmi [lisi od klasické rodiny alkoholdehydrogenas, které oxiduji
ethanol (ADH1 enzymy) substratovou specifitou a kinetickymi vlastnostmi. Tyto rozdily
jsou v souladu se strukturalnimi zménami v bezprostfednim okoli a uvnitf aktivniho
mista (Staab et al., 2008a). Uvnitf aktivniho mista nachazime rozdilné rezidua Arg-114,

ktery nese pozitivni ndboj a podili se na vazbé s glutathionem, Arg-115 se podili na
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vazbé s w-hydroxy-mastnymi kyselinami, a dalSi rezidua jako Thr-46, Asp-55 a Glu-57
jsou dulezitd pro vazbu s S-hydroxymethylglutathionem (HMGSH) a GSNO jako
substréaty (Yang et al., 1997; Staab et al., 2008a).

1.3.2. Vlastnosti GSNOR

Molekulova hmotnost GSNOR je 45 kDa, byla stanovena pomoci SDS-PAGE
a barveni stfibrem (Anchor et al., 2003). Hodnota izoelektrickych bodu byla uréena
pomoci izoelektrické fokusace v pH gradientu 3 az 9 a jejich hodnoty jsou 5,3 a 5,6.
(Martinez at al., 1996).

Specifickou vilastnosti GSNOR oproti ostatnim alkoholdehydrogenasam je nizka
citlivost k silnému inhibitoru ADH1 4-methylpyrazolu, coz je zapfi¢inéno nahrazenim
Phe-93 v ADH1 za Tyr-92 v GSNOR (Staab et al., 2008a).

Specifickym nekompetitivnim inhibitorem GSNOR je kyselina dodekanova. Ta
se vaze na Arg-114 samotného enzymu nebo komplexu enzym-NADH (Sanghani et
al.,, 2009; Staab et al., 2009). Déle jsou znamé inhibitory kys. dodekandiova,
4-pentylpyrazol, 4-methylpyrazol, dusi¢nan stfibrny, rtutnaté ionty, methylglyoxal
a 1,10-fenantrolin. (Staab et al., 2008b; Staab et al., 2009). Tfi slou€eniny uvadéné
v tab. 1 se ukazaly byt také nekompetitivnimi inhibitory vazajici se do aktivhiho mista

na komplex enzym-NADH nebo enzym-NAD"(Sanghani et al.,2009).

Tab. 1. Struktury inhibitord GSNOR

No. Compound name Structure % 1C5, at
inhibi pH 7.5
tion (uM)
pH 10 pH7.5
Dodecanoic acid 4 19 112

C1  3-[1-(4-acetylphenyl)-5-
phenyl-1H-pyrrol-2-
vl]propanoic acid

93 1.3

C2  5-chloro-3-{2-[(4-
ethoxyphenyl)(ethyl)amino]-
2-oxoethyl} -1H-indole-2-

carboxylic acid

91 24

C3 4-{[2-](2-cyanobenzyl)thio]- [?

4-oxothieno|3,2- 75 05 1.1
d]pyrimidin-3(4H)- Qﬁ Y

yl]methyl} benzoic acid
O




Hodnoty kinetickych konstant lidské GSNOR pro oxidaci HMGSH a redukci
GSNO vidime v tabulce 2.

Tab. 2. Kinetické konstanty lidské GSNOR
Pro oxidaci HMGSH a redukci GSNO, méfeno v 50 mM fosfore€nanu draselném pH

7,5 (upraveno dle Sanghani et al., 2005)

HMGSH NAD+ GSNO NADH
Keat (Min™) 15043 15043 176030 2072+30
Km (LM) 1,740,1 3,3+0,4 4,8+0,3 2+0,2
Keat/Kmm (Min*pM™?) 9045 4545 370430 1030+100

Enzym z Arabidopsis exprimovany v kvasinkdch ukézal hodnotu K., 7 pM.
Katalyticka konstanta (K. odvozena od hodnoty K, pro HMGSH byla 1 351 min™,
po&itano s Mr = 90 000 (dimer), a katalyticka efektivita (Kca/Km) byla 193 000 mM™
min™. Enzym vykazoval vysokou aktivitu v pH 10 k né&kolika rostlinnym alkoholéim, jako
farnesol a geraniol. V pH blizS§imu fyziologickému (pH 7,5), ukazal vyznamnou aktivitu
jen farnesol. S jinymi alkoholy se stfedné& dlouhym Fetézcem a w-hydroxy mastnymi

kyselinami byla aktivita enzymu mnohem niz3i (tab. 3) (Achor et al., 2003).

Tab. 3. Kinetické vlastnosti FALDH z Arabidopsis

Hodnoty pro HMSGH byly méfeny v 0,1 M fosfore€nanu sodném (pH 8). Ostatni
substraty byly méfeny v 0,1 M fosfore€nanu sodném (pH 7,5) nebo v 0,1 M glycinovém
pufru (pH 10). Ve vSech pfipadech byl pouzit 2,4 mM NAD. n: stimto substratem

nedosaZzena saturace (upraveno z Achor et al., 2003).

Substrat Km Keat KeatKm
[UM] [min™] [MM™ min™]
S-hydroxymethylglutathion (pH 8) 7 1,351 193 000
Farnesol (pH 7,5) 7,7 6 780
Farnesol (pH 10) 3 126 42 000
Geraniol (pH 7,5) n - 40
Geraniol (pH 10) 800 1200 1500
Cinnamylalcohol (pH 7,5) 22 000 324 15
Cinnamylalcohol (pH 10) 3500 1220 350
Kyselina 12-hydroxydodekanova (pH 7,5) n - 20
Kyselina 12-hydroxydodekanovéa (pH 10) 4700 335 70
Oktanol (pH 10) n - 130




1.3.3. Fylogeneticky vyvoj a klasifikace ADH

Enzym ADH (EC 1.1.1.1) k velké

dehydrogenas/reduktas se substraty se stfednim Fetézcem. Tyto enzymy také zahrnuji

patfi enzymové  superrodiné
polyoldehydrogenasy, threonindehydrogenasy, chinonoxidoreduktasy a dalSi. Pavodni
nejednotné nézvoslovi vzniklo historicky béhem postupného objevovani riznych tfid
téchto enzyma. Dnes je toto nazvoslovi nahrazovano novou klasifikaci. U obratlovcu
byly nalezeny tfidy ADH1, ADH2, ADH3, ADH4 a ADH6. ADH5 je pozorovana jen u lidi
a ADH7 jen u slepic. ADH3 je jedina ADH tfida nalezena také u niZSich zvirat, rostlin,
kvasinek a mikroorganismG (Duester et al., 1999). ADH1 je hlavnim enzymem
odbouravajicim ethanol. Primarni alkoholy muze také odbouravat ADH2, ale jeji aktivita
je velmi nizk4d. ADH2 vykazuje retinoldehydrogenasovou aktivitu v jatrech, odbourava
benzochinony, degraduje produkty peroxidace lipidd a ma redoxni funkci pfi
metabolismu noradrenalinu. ADH4 je v Zaludku G&astnici se metabolismu ethanolu
a retinoidd mimo jatra. ADH5 a ADH6 byly zatim identifikovany pouze na Grovni DNA

a mRNA (Hoog & Ostberg, 2011).

Na obr. 12 vidime dva fylogenetické stromy vytvofené z kddujicich sekvenci

rostlinnych ADH enzymu (Stommer 2011).
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Obr. 12. A) Dendrogram vytvofeny metodou maximalni vérohodnosti (pfekresleno
z Fukuda et al. 2005). B) Dendrogram vytvofeny metodou ,Neighbor-joining®,
(pfekresleno od Small & Wendel 2000).

Regulace GSNOR muZze byt velmi odliSnd u jednotlivych druhd, protozZe je
oblast promotoru méné zachovdna mezi jednotlivymi druhy neZ oblast promotoru
u ADH1 (Thompson et al., 2009).

Molekularni a kinetické vlastnosti GSNOR izolované z Arabidopsis, hrachu
a kukufice jsou velmi podobné vlastnostem nalezenym ve stejné skupiné enzyml
savcl, bezobratlych a mikroorganisml. Toto poskytuje dikaz vysokého stupné
zachovani struktury tohoto enzymu bé&hem evoluce ve vSech Zivotnich formach (Achkor
et al., 2003).

Mutace a genové duplikace v aktivnim mist¢ GSNOR mohou vést ke vzniku
genu, které ztratily schopnost metabolizovat formaldehyd, ale ziskaly aktivitu ke

kratkym Fetézcum alkoholu jako je ethanol (Engeland et al., 1993).

1.3.4. Reakce katalyzované GSNOR

GSNOR katalyzuje GSH-dependentni oxidaci formaldehydu po jeho reakci
s GSH, kdy vznikne S-hydroxymethylglutathion (HMGSH). GSNOR timto predstavuje
klicovy enzym v detoxikaci endogenniho a exogenniho formaldehydu (obr. 13,
reakce A) (Thompson et al., 2009; Staab et al.,, 2008a). GSNOR Uu¢inné katalyzuje
NADH-dependentni redukci GSNO (obr. 13, reakce B). GSNOR také velmi omezené
metabolizuje all-trans-retinol, ale vzhledem Kk jeji vSudypfitomné expresi tak pfispiva

k produkci kyseliny retinové (obr. 13, reakce C) (Thompson et al., 2009).
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Obr. 13. Tfi hlavni reakce katalyzované enzymem GSNOR (upraveno podle Thompson
et al., 2009).

1.3.4.1. GSNOR a metabolismus formaldehydu

Formaldehyd je toxicka slou¢enina nedavno Kklasifikovana jako lidsky
karcinogen. Do téla se dostava z biologickych i ekologickych zdroju. Jeho G¢inky na
respiracni systém a pfi rozvoji alergii pfedstavuji velké rizikové faktory pro zdravi.
U rostlin vznika rozpadem 5,10-methylentetrahydrofolatu a oxidaci methanolu, ktery
vznikl demethylaci pektinu (Espunya et al., 2006; Thompson et al., 2009; Staab et al.,
2009). ProtoZze ma formaldehyd polarizovanou karbonylovou skupinu je vysoce
reaktivni slou¢enina. MlzZe tak atakovat nukleofily nebo elektrofily a tim se ucéastnit
substitu¢nich a adi¢nich reakci. V buné&ném prostiedi se nachazi fada potencialnich
cili pro reaktivni formaldehyd. Jednim z téchto cill jsou i redukované thioly. Touto
reakci vznikaji hemithioacetaly jako je napf. S-hydroxymethylglutathion (HMGSH).
Reakci s aminy vznikaji Schiffovy baze. Tyto reakce pFedstavuji prvni krok v tvorbé
kovalentnich adukti DNA - DNA, DNA - protein a protein - protein, kde amino skupiny
pfitomné v DNA a proteiny jsou kovalentné spojeny pfes methylenovy most odvozeny
z formaldehydu. To vede k mutagennim G€inkdm a chromozomalnim zménam, které

jsou povazovany za zéklad karcinogenity formaldehydu (Staab et al. 2008a).
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1.3.4.2. GSNOR a metabolismus S-nitrosothiol

S-nitrosoglutathionreduktasa specificky odbouravd GSNO, ktery v burikach
pFedstavuje hlavni rezervoér S-nitrosothiold, ¢imz chrani organismy proti nitrosativnimu
stresu (Godoy et al., 2006). Meziproduktem této reakce je S-hydroxylamino-glutathion
(GSNHORH), ten reaguje s glutathionem (GSH) za vzniku oxidované formy glutathionu
(glutathiondisulfidu, GSSG) a hydroxylaminu (NH,OH). Cast GSNO je pomalu
neenzymaticky rozkladana na GSSG a reaktivni formy dusiku (NO, NH;, NO*, N,O).
Po vy€erpéani glutathionu je redukce GSNO pomoci enzymu rychla. GSNHOH se rychle
pfesmykuje na glutathionsulfinamid (GSONH,). Ten je hydrolyzovan na kyselinu
sulfinovou (GSO,H), ktera mlze byt oxidovana na kyselinu sulfonovou (GSOsH) (obr.
14) (Staab et al., 2008a).

GSH NO, NHz, NO*, N20

GSNO QF , gssG

NADH
GSNOR
NAD*

GSNHOH

7~ GSSG
GSH  NH:0H

GSONH:

H:0
NH: >
¥

GSO:H

GS0O:H

Obr. 14. Redukce GSNO katalyzovand GSNOR a jeji produkty (upraveno podle Staab
et al., 2009)
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1.3.5. Vyskyt a funkce GSNOR u zivo €ichu

V Zivocisné tkani byla prokazana vsudypfitomné exprese GSNOR. Jako jedina
alkoholdehydrogenasa se vyskytuje jak v lidské tak hlodavéi mozkové tkani, vCetné
exprese v kortexu, hippokampu, stfednim mozku a mozecku. Lidska GSNOR se
vyskytuje v plicich, jatrech, placenté¢, mozku a ledvindch. Vyrazna exprese je
v bazalnim epitelu (Edenberg et al., 1995; Thompson et al., 2009). Aktivita enzymu je
u Clovéka po narozeni velmi nizka, v détstvi se zvySuje a o dosaZzeni maxima se

v dospélosti opét sniZzuje (Thompson et al., 2009).

GSNOR mé& GSNO-reduktasovou aktivitu. GSNO reprezentuje signalni drahu
oxidu dusnatého, ktera je nezavisla na camp a reguluje mnoho bunécénych proteinu
a jejich funkci diky S-nitrosylaci rezidui cysteinu. Tento postup zahrnuje zménu
receptoru sprfazeného s G-proteinem, degradaci genu p53 a regulaci viralniho
a hostitelského transkripéniho faktoru (Hess et al., 2005). Znamé jsou dUsledky
reverznich substratt GSNOR a to formaldehydu a GSNO na astma. Formaldehyd
funguje jako bronchokonstrikéni latka a zhorSuje tim symptomy astmatu. Oproti tomu
pusobi GSNO jako endogenni bronchodilatator a chrani pred precitlivélosti. Lidé trpici

astmatem maji hladiny tohoto substratu nizké. (Staab et al., 2008a).

1.3.6. Vyskyt a funkce GSNOR u rostlin

Tento enzym byl poprvé popsan u Arabidopsis thaliana. Byla exprimovana
v malém mnozZstvi, pfiblizné 5 mU/g proteinu a 17,5 mU/g Cerstva tkan. Molekulova
hmotnost byla stanovena 44,6 kDa. Jeji odpovidajici mMRNA mé& délku 1,4 kb a je
pfitomna ve vSech rostlinnych organech. V gemonu byla nalezena pouze v jedné kopii
(Martine zet al., 1996). Pozdéji byla nalezena také v hrachu, ryzi, slunecnici, kukufici
arajCeti (Sakamoto et al.,, 2002). V jednotlivych organech rostlin je GSNOR
exprimovana rozdilné. V prvni fazi vyvoje je nejvyssi mnozstvi lokalizovano v kofenech

a listech. V kofenech je GSNOR Sifena pfes pokozku a kortex, v listech pfes mezofyl

a v obou téchto organech pfes cévni systém (Espunya et al., 2006).

U rostlin, jak jiz bylo zminéno, pfedstavuje GSNOR klic¢ovy enzym v detoxikaci
endogenniho a exogenniho formaldehydu. A to diky katalyzaci NAD'-dependentni
oxidace formaldehydu po jeho reakci s GSH kdy vznikne HMGSH. Dale reguluje
hladiny intracelularnich S-nitrosothiolt (obr. 14) (Thompson et al., 2009, Staab et al.,
2008a). Funkci, respektivé aktivitu GSNOR u rostlin ovliviiuje jejich mechanické
poranéni a rostlinné hormony fungujici jako signaly pfi odpovédi na stresové faktory

z okoli (Diaz et al., 2003). Pfi pusobeni kadmia na rostlinu doSlo k inhibici aktivity
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GSNOR o pfiblizné 31%. Kadmium je vysoce toxické jak pro rostliny, tak i pro
Zivocichy. U rostlin negativné ovliviiuje respiraci a fotosyntézu. Dochéazi k poklesu
obsahu GSH a tim i GSNO o vice nez 50% (Baroso et al., 2006). Aktivita GSNOR se
naopak zvysi o 25 — 67% pfi mechanickém poranéni, vysokych a nizkych hodnotach

teploty a stélém svétle (Corpas et al., 2008b).

1.4. Stanoveni aktivity GSNOR — p Fehled metod
1.4.1. Detekce aktivity na polyakrylamidovych gelec  h
1.4.1.1. Detekce pomoci um élych elektronovych akceptor

Metoda zaloZzend na vyuziti umélych elektronovych akceptori, napfr.
nitrotetrazoliové modri (NBT). Jejich redukce vede k tvorbé nerozpustnych formazanda,

které tvofi v misté vyskytu GSNOR modré prouzky na gelu.

Gel je po nativni elektroforéze inkubovan v 0,1 M fosfore€nanu sodném pufru,
pH 7, ktery obsahuje 0,1 mM NAD+, 0,1 mM NBT, 0,1 mM fenazinmethosulfat (PMS),
1 mM GSH a 1 mM formaldehyd.

Na obr. 15 jsou vidét gely, které ukazuji, Ze transformované burnky mély

GSNOR aktivitu, ktera byla odliSnd od endogenni aktivity (Sakamoto et al., 2002).

Obr. 15. Aktivita rekombinantni GSNOR Arabidopsis z E. coli

A. stanoveni proteind pomoci 12% SDS PAGE. B. Stanoveni aktivity pomoci NBT.
Cisla vlevo jsou hmotnosti molekulového markeru v kDa. 1. kontrolni buriky E. coli 2.
transformované buriky E. coli pAtGSNOR. Sipka ukazuje rekombinantni GSNOR

Arabidopsis, hvézdiCka endogenni aktivitu E. coli (pfevzato z Sakamoto et al., 2002).
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Jako dalSi elektronové akceptory misto NBT mu0Zou byt pouzity také
tetrazoliové soli 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chlorid (CTC, obr. 16) a 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromid (MTT, obr. 17) (Bernas &
Dobrucki, 2000).

[
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\l’/ ‘\ . \l,./ % .
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-

T CH;
CTC CTC formazan

Obr. 16. Redukce CTC za vzniku formazanu (pfevzato z Kim et al., 2009)

Obr. 17. Redukce MTT za tvorby formazanu (pfevzato z Mosmann, 1983)

1.4.1.2. Fluorescen éni detekce

Metoda je zaloZzena na sledovani snizeni fluorescence NADH vlivem spotfeby
tohoto kofaktoru v misté vyskytu GSNOR na gelu (Seymour & Lazarus, 1989
a Fernandez et al., 2003). Nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza je provedena
na 6 % akrylamidového gelu v Tris-boratovém-EDTA pufru (8,9 mM Tris baze, 8,9 mM
kyselina borit4, 0,2 mM Na,EDTA), pH 8, podle Laemmliho 1970. Gely jsou na ledové
lazni namoc¢ené v 0,1 mM fosforeCnanu sodném, pH 7,4, obsahujicim 2 mM NADH po
dobu 15 minut. Pfebyte€ny pufr je odstranén a gely jsou pokryty prouzky filtracniho
papiru namoceného v Cerstvé pfipraveném 3 mM GSNO a inkubovany ve tmé. Po
10 - 15 minutach je filtracni papir odstranén a vzniklé bandy zviditelnény osvicenim
ultrafialovym svétlem (excitace 340 nm, emise 460 nm). Pfitomnost aktivity GSNOR
ukazuji tmavé prouzky odpovidajici vymizeni NADH fluorescence (obr. 18) (Corpas et
al., 2008b).
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Mative-PAGE

c cd

Obr. 18. Fluorescec¢ni detekce GSNOR extraktt listu hrachu. C. kontrolni rostlina bez

kadmia, Cd. Rostlina oSetfend 50 uM CdCl, (pfevzato z Barroso et al., 2006).

1.4.2. Spektrofotometrické stanoveni

GSNOR aktivita se méfi pfi 25 € sledovanim oxidace NADH pfi 340 nm.
Extrakty jsou inkubovany v 20 mM Tris-HCI pufru, pH 8, 0,2 mM NADH a 0,5 mM
EDTA. Reakce je startovana pfidanim GSNO koneéné koncentrace 0,4 mM. Cerstvy
GSNO (razovéa barva) se pfipravuje pfed pouZzitim a chréani pfed svétlem. Aktivita je
vypoé&itana pouZitim molarniho absorpéniho koeficientu NADH (g34 = 6,22 mMcm™)
jako spotfeba NADH (nmol) za minutu na 1 mg proteinu (Corpas et al., 2008b).
Sledovani oxidace NADH po pfidavku GSNO pfi 340 nm vidime na obr. 20.
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Obr. 20. GSNO-dependentni oxidace NADH v extraktech listu hrachu (300 pg
proteinu) (pfevzato z Barroso et al., 2006)
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EXPERIMENTALNI CAST
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2.1. Materidl a p Fistrojové vybaveni

2.1.1. Chemikalie

* Aceton

* Akrylamid

* Bio-Safe Coomassie

« Bisakrylamid

» Bromfenolova modf

* BSA

» Coomasie Blue

* CTC (5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chlorid)
« DTT (Dithiothreitol)

* EDTA

« EDTA Na*

* Ether

* Formaldehyd

* Geraniol

* Glycerol

* Glycin

* GSH (glutathion)

* GSNO (S-nitrosoglutathion)

* Imidazol

* IPTG (Isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid)
« Kyselina fosfore¢na

« Kyselina chlorovodikova

* LB-médium

* Lysozym

» Methanol

» Morsky pisek

* MTT (thiazolova modf)

* N-butanol

* NaCl

* NAD" (nikotinamid adenin dinukleotid)
* NADH (nikotinamid adenin dinukleotid)
* NaNO,

* NBT (nitrotetrazoliova modr)

* NBT-BCIP
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* Persiran amonny Acros

* PMS (fenazinmethosulfat) Fluka

* PMSF Fluka

* Ponceau S Merck

* SDS Fluka

* TEMED (N,N" - tetramethylendiamin) Fluka

e Tris Sigma-Aldrich
* Triton X-100 Acros

* trypton Fluka

* Tween 20 Sigma

* Zelatina Sigma

2.1.2. Pristroje

« analytické vahy, Sartorius, Gottingen, Némecko

« digitalni pH metr WTW 526, InoLab, Némecko

« digitalni pfedvazky, KERN, Némecko

« elektromagnetickd michacka IKA, Labortechnik, Némecko

« chlazena mikrocentrifuga 5415R, Eppendorf, Némecko

« automatickeé pipety, Eppendorf, Némecko

« mikrodesti¢kovy spektrofotometr Reader Synergy HT, BioTek Instruments, USA
« zafizeni pro elektroforézu

* blotovaci aparatura BioDot SF - Bio-Rad, USA

* zdroj pro elektroforézu POWER PAC 300, Bio-Rad, USA

« vortex, STUART, UK

* inkubator Gallenkamp - Schoeller Instruments, CR

* elektromagneticka michacka IKA (Labortechnik, Némecko)

« tfepacka 3D Mini-Shaker - BIOSAN, GRANT Instruments, Velka Britanie

2.1.3. Roztoky
2.1.3.1. Hoagland dv roztok

Chemikalie pro pfipravu zasobnich roztokd Zzivného Hoaglandova roztoku jsou uvedeny
v tabulce 4.
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Tab. 4. SloZeni Hoaglandova roztoku

Koncentrace _ Vysledna
Molekulova Objem
SloZeni zasobnich koncentrace
hmotnost . [mi/]
roztokd [mM] [uM]
KNO; 101,1 1000 15 1500
Ca(NOs), . 4 H,O 236,16 1000 1 1000
NH;H,PO, 115,08 1000 0,5 500
MgSO,. 7 H,O 246,49 1000 0,25 250
KCI 74,55 50 50
MnSO,. H,O 169,01 2 2
ZnS0O,. 7 H,O 287,55 2 1 2
CuSO,. 5 H,0 249,75 0,5 0,5
(NH4)6M07024. 4 Hzo 161,97 0,5 0,5
H3:BO3 61,84 25 0,5 12,5
FeEDTA 381,08 20 1 20

2.1.3.2. Roztoky pro elektroforézu

« akrylamid-N,N"-methylenbisakrylamid (AA/BIS): 30 % akrylamid, 0,8 % bisakrylamid

« pufr do zaostfovaciho gelu: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

* pufr do déliciho gelu: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

* elektrodovy pufr pro native-PAGE: 0,025 mol/l Tris, 0,192 mol/l glycin, pH 8,3

* elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: 0,025 mol/l Tris, 0,192 mol/l glycin, 0,1 % SDS,
pH 8,3

* 60 % glycerol

*10 % SDS

* 10 % persiran amonny

* pufr pro pfipravu vzorkld pro SDS-PAGE: 0,125 M Tris/HCI, 4 % SDS, 20 % glycerol,
0,2 M DTT, 0,02 % bromfenolova modf, pH 6,8

2.1.3.3. Roztoky pro Western blotting

* Blotovaci pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20 % metanol, pH 8,3
* TBS pufr: 20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH7,5

» Tween v TBS: 0,05 ml Tween-20 do 100 ml TBS

* 3% Zelatina v TBS

* 1% Zelatina v TBS
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2.1.3.4. Extrak €ni pufr

« extrakéni pufr: 50 mM Tris, pH 7,5, 0,1 mM EDTA Na', 0,2% (v/v) Triton X-100, 2 mM
DTT, 1 mM PMSF

2.1.3.5. Roztoky pro m éreni aktivity GSNOR

* Tris/HCI s EDTA: 20 mM Tris/HCI, pH 8, 0,5 mM EDTA Na*
» 2 mM NADH: 1,4 mg NADH rozpus$téno v 1 ml Tris/HCl s EDTA Na*
* 4 mM GSNO: 1,3 mg GSNO rozpus$téno v 1 ml Tris/HCl s EDTA Na*

2.1.3.6. Roztoky pro stanoveni protein U

» pracovni roztok cinidla Bradfordové: zasobni roztok Coomasie Blue nafedény
deionizovanou H,O v poméru 1:4

» zasobni roztok cinidla Bradfordové: 50 mg Coomasie Blue G250 rozpusténo
v 25 ml MeOH a 50 ml 85 % kyseliny fosfore¢né, doplnéno deionizovanou H,O do
100 ml

2.1.3.7. Barvici roztoky

* Biosafe staining (komer&ni roztok Biosafe, BioRad, USA)

« Barvici roztok s NTB: 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4, 0,1 mM NAD*, 0,1 mM PMS,
0,2 mM NBT, 1 mM formaldehyd, 1 mM GSH

« Barvici roztok s MTT: 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4, 0,1 mM NAD*, 0,1 mM PMS,
0,2 mM MTT, 1 mM formaldehyd, 1 mM GSH

« Barvici roztok s MTT: 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4, 0,1 mM NAD*, 0,1 mM PMS,
0,2 mM MTT, 0,1 mM geraniol

« Barvici roztok s CTC: 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4, 0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS,
0,2 mM CTC, 1 mM formaldehyd, 1 mM GSH

* 2 mM NADH, 4 mM GSNO

2.1.3.8. Roztoky pro p Fipravu rekombinantniho enzymu GSNOR v E. coli

« LB médium: 10 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 10 g NaCl rozpustit v 1l
deionizované H,O, pH 7

* 20 % glukosa

*1MIPTG

* 10 % Triton X-100

*1 M NaCl

* 50 % glycerol
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* resuspendacni pufr: 50 mM Tris/HCI, pH 8, 10 mM MgCl,, 50 mM PMSF

* eluéni pufr: 20 mM Tris/HCI, pH 8, 100 mM NaCl, 250 mM imidazol, 5 % glycerol

* ekvilibraéni pufr: 20 mM Tris/HCI, pH 8, 100 mM NaCl, 10 mM imidazol, 5 % glycerol
« dialyza¢ni pufr: 20 mM Tris/HCI, pH 8, 5, 5 % glycerol

2.1.4. Rostlinny material

Hréach sety (Pisum sativum) odrada Zekon

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) odrida Columbia

2.2. Metody

2.2.1. Priprava rostlinného materialu

Semena Arabidopsis thaliana byla vyseta do kvétinacl s péstebnim substratem
a po vytvofeni minimélné 2 pravych listd vyjednocena na mnoZstvi 4 rostlin na
1 kvétina€. Semena hrachu byla namoc¢ena pfes noc ve vodé a nabobtnanid semena
byla vyseta do misek s perlitem (Agroperlit, Novy Ji€in). Rostliny A. thaliana i hrachu
byly péstovany ve fytotronu pfi teploté 22 T a svételném rezimu 12h den/ 12h noc.
Cast rostlin hrachu byla zalévana Hoaglandovym Zivnym roztokem a péstovana ve
skleniku. Nékteré rostliny hrachu rostly ve fytotronu pfi stejné teploté bez pfistupu

svétla (etiolované).

Vliv teplotniho stresu: rostliny hrachu staré 7, 10 a 20 dni byly stresované po
dobu 2, 4 a 18 hodin v inkubatoru pfi 40 C nebo 45 C. Ke kazdym t émto stresovanym

rostlinam slouzily jako konrotla rostliny nestresované odebrané ve stejné dobé.

2.2.2. Priprava rostlinného extraktu

Rostlinny materidl byl homogenizovan v tfeci misce v tekutém dusiku, poté
homogenizovan s extrakénim pufrem v poméru 1:2 (1 g rostlinného materialu: 2 ml
extrakéniho pufru). Extrakt byl centrifugovan v centrifugacnich zkumavkach 20 minut
pfi 16 000g a teploté 4 T. Supernatant byl odpipetovan do mikrozkumavek pro dalSi

pouziti.
2.2.3. Purifikace rekombinantni GSNOR z E. coli

Buriky E. coli obsahujici plasmid pCDFDuet s vioZenou sekvenci SIGSNOR
(ADB43258) mi byly poskytnuty Mgr. Lucii Kubienovou.

Nejprve byla pfipravena prekultura. Do bariky s 20 ml LB média, 1 ml 20%
glukosy a 50 pl antibiotika streptomycinu (50 pg/ml) byla provedena inokulace 5 pl
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bunécné suspenze E. coli. Prekultura byla inkubovana pfes noc pfi 37 T za mirného
tfepani na tfepacce. Druhy den probéhla pfiprava kultury. Do Erlenmayerovy bariky
bylo pfipraveno 200 ml LB média obsahujiciho 500 ul streptomycinu. Prekultura byla
centrifugovana 5 minut pfi 4000 g a 4 C, supernatant odlit a pelet resuspen dovan
v 10 ml pfipraveného LB média s antibiotikem a poté byla kultura pfilita ke zbylym
190 ml LB média. Inkubace probihala na tfepacce 0,5 - 1,5 hodiny pfi 30C. Byla
zmérena optickd denzita, po dosazeni 0,5 - 0,6 bylo pfidano 1 ml 100 mM IPTG pro
indukci exprese rekombinantniho proteinu. Inkubace probihala pfes noc na tfepacce pfi
20C.

Extrakce a purifikace

Kultura byla centrifugovana 20 minut pfi 4000 g a 4 C. Supernatant byl odlit
a pelet resuspenzovan v 40 ml 0,9 % NaCl a vortexovan. Centrifugace 10 minut pfi
4000 g a4<T. Supernatant byl odlit a pelet rozpustén v resuspendacnim pufru,
vortexovan, a poté bylo pfidano 2,5 ml B-PER. Smés byla vortexovana a poté nechana
10 minut stat pfi laboratorni teploté. Dale bylo pfidano 400 pl lysozymu a inkubovano
60 minut do zgelovaténi vzorku. Poté bylo pfidano 5 ml sterilni H,O, 20 yl RNAsy, 10 pl
DNAsy1 a promichano prevracenim flakonky. Inkubace probihala 30 minut pfi 37C na
vodni lazni. Poté bylo pfiddno 1,25 ml 1 M NaCl, 1,37 ml 50% glycerolu
a centrifugovano 30 minut pfi 12000 g a 10 . Supernatant byl poté nanesen na

kolonu.

IDA-sepharosova kolona obsahujici kobalt byla promyta ekvilibraénim pufrem.
Na ni byl nadavkovan supernatant z prfedeSlého kroku, jiméany frakce balastnich
proteind a poté byla kolona opét promyvana pufrem asi 1 hodinu. Eluce proteinu byla
zahgjena elu¢nim pufrem a jimany aktivni frakce. Finalni frakce byly koncentrovany

pomoci Centricon filtru a dialyzovany pfes noc.

2.2.4. Nativni elektroforéza

Metoda diskontinudlni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za nativnich
podminek byla provedena v 10 % délicim a 5% zaostfovacim gelu, kdy po
napipetovani jednotlivych sloZzek gelu (tab. 5) byla zah4jena polymerace akrylamidu
a bisakrylamidu volnymi radikaly vzniklymi pfi rozkladu pfidaného roztoku persiranu

amonného. Stabilizatorem volnych radikalt byl TEMED.
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Tab. 5. SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu. Objemy uvedeny v ml.

AA/BIS Tris/HCI Tris/HCI
Typ gelu H,O TEMED  APS
30%/0,8% 1,5M, pH8,8 0,5M, pH6,8
10 % délici 3,3 2,5 - 4,05 0,005 0,1
5 % zaostrovaci 0,85 - 0,625 3,45 0,005 0,05

Roztok déliciho gelu byl pfenesen pomoci pipety do prostoru mezi skla,
pFevrstven n-butanolem, ktery byl po zatuhnuti déliciho gelu odstranén. Na tento gel
byl nalit roztok gelu zaostfovaciho a do néj vloZeny hfebinky. Po ztuhnuti byly gely
vloZzeny do elektroforetické komurky a byl nalit elektrodovy pufr. Do jamek byly
naneseny vzorky pfipravené smichanim rostlinného extraktu s 60 % glycerolem
v poméru 3:1 (viv). Do krajnich jamek byla nanesena pro monitorovani prabéhu
elektroforézy smés bromfenolové modfi s glycerolem. Komurka (obr. 21) byla uzaviena
a pfipojena ke zdroji nestaveném na konstantni napéti 100 V, které se po doputovani
zény bromfenolové modfi na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu zvySilo na
konstantni napéti 180 V. Jakmile z6na bromfenolové modfi doputovala téméf na
aroven dolniho okraje skla byl zdroj napéti vypnut, odstranéno viko a elektrodovy pufr

vylit. Poté byl gel oddélen od skla a pfenesen do pfipravené nadoby pro barveni.

Obr. 21. Zazizeni pro elektroforézu.

2.2.5. SDS elektroforéza

Metoda SDS - PAGE byla provedena v 10 % délicim a 4 % zaostfovacim gelu.
Postup pfi pfipravé gell a samotny prabéh elektroforézy byl shodny jako pfi nativni

elektroforéze. SloZeni gelu je uvedeno v tabulce 6. Vzorky extraktd byly pfipraveny tak,
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Ze k 20 pl vzorku bylo pfidano 20 pl 10 % SDS a 20 ul vzorkovaciho pufru. Smés byla
promichana a 5 minut povafena. Po ochlazeni byla smés centrifugovana 5 minut pfi
6 000 g. Na gel byly nanaSeny do krajnich jamek komeréni standardy urcitych
molekulovych hmotnosti (Protein-Ladder 10 - 250kDa, Bio Labs).

Tab. 6. SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu. Objemy uvedeny v ml.

AA/BIS Tris/HCI Tris/HCI
Typ gelu H,O SDS TEMED APS
30%/0,8% 1,5M, pH8,8 0,5M, pH6,8
10 % délici 3,4 2,5 - 38 0,1 0,01 0,07
4 % zaostfovaci 1,3 - 2,5 5,9 0,2 0,02 0,12

2.2.6. Western blotting

Po SDS elektroforéze, kdy byly proteiny separovany podle velikosti, byly tyto
proteiny pfeneseny pomoci metody Western blotting v usporadani ,tank-blotting“ z gelu

na povrch nitrocelulosové membrany a poté detekovany.

Nejprve byly pfipraveny nitrocelulosové membrany a silngjsi filtracni papir
o velikosti gelu. Spolu s poréznimi houbi¢kami byly namoceny v blotovacim pufru. Do
blotovaci kazety byly na €ernou stranu postupné skladany: porézni houbicka, filtraéni
papir, gel, membrana, filtracni papir, porézni houbi¢ka. Kazeta byla uzaviena, vioZzena
do blotovaci komirky a zalita blotovacim pufrem. Na zdroji byl nastaven proud
v zavislosti na pfepoétu velikosti membran (0,8 mA.cm™). Blotovani bylo provadéno
2 hodiny. Cast membrany obsahujici molekulové standardy byla odstfihnuta a vloZzena
do roztoku Ponceau S pro detekci proteind. Po 30 minutéah byla membrana oplachnuta
a vysuSena. Zbytek membrany byl inkubovan postupné: 2 hodiny v 3 % Zelatiné v TBS,
promyt 2 krat roztokem Tweenu v TBS, pfes noc probihala inkubace s primarni
protilatkou (a-GSNOR, fedéni 1: 1 000) v1 % Zelatiné v TBS, poté byla membrana
2 krat promyta roztokem Tweenu v TBS, dale probihala inkubace 2 hodiny se
sekundarni protilatkou (alkalicka fosfatasa, fedéni 1 : 4 000) v1 % Zelatiné v TBS,
membrana byla 2 krat promyta roztokem Tweenu v TBS. K detekci byl pouZit barvici
roztok NBT-BCIP.

2.2.7. Priprava pevného S-nitrosoglutathionu

NavaZzené mnozstvi redukovaného GSH (0,614 g) bylo rozpusténo v3 ml
1 M HCI a vychlazeno na ledu, poté bylo pfidano 0,138 g NaNO, a 40 minut michano

na ledu do vzniku éerveného roztoku. Pfidanim 5 ml acetonu a michanim 10 minut na

40



ledu vznikla husta fialova sraZenina, kterd byla odsata na filtracnim papiru na
Buchnerové nalevce a postupné promyta 2 krat 10 ml ledové deionizované vody, 2 krat
10 ml ledového acetonu a nakonec 2 krat 10 ml ledového etheru. Filtrat byl vysuSen ve

tmé v exsikatoru a poté zamrazen.

2.2.8. Barveni gel G
2.2.8.1. Biosafe staining

Jde o barveni zalozené na Coomassie Blue ale bez pfitomnosti toxického
methanolu, s citlivosti detekce udavanou vyrobcem az 8 ng. Zviditelni vSechny proteiny
v gelu, které se tam nachazeji v dostatec¢né koncentraci. Na bilém pozadi pozorujeme

modré proteinoveé prouzky.

2.2.8.2. Detekce aktivity GS-FDH

» Barveni pomoci NBT

V0,1 M fosfatovem pufru, pH 7,5 bylo rozpuSténo navdzené mnozstvi
0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 0,1 mM NBT, 1 mM formaldehyd a 1 mM GSH.

* Barveni pomoci MTT

V0,1 M fosfatovém pufru, pH 7,5 bylo rozpusSténo navazené mnozstvi
0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 0,1 mM MTT, 1 mM formaldehyd a 1 mM GSH.

» Barveni pomoci CTC

V0,1 M fosfatovem pufru, pH 7,5 bylo rozpuSténo navdzené mnozstvi
0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 1mM CTC, 1 mM formaldehyd a 1 mM GSH.

2.2.8.3. Detekce aktivity ADH3

* Barveni pomoci MTT

V0,1 M fosfatovém pufru, pH 7,5 bylo rozpusSténo navazené mnozstvi
0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 0,1 mM MTT, 1 mM geraniol.

2.2.8.4. Detekce aktivity GSNOR

» Fluorescencéni detekce pomoci NADH a GSNO

Gel byl ponofen do roztoku navdZzeného mnoZzstvi NADH. Po 15 minutové
inkubaci v ledové lazni byl roztok NADH slity a gel pokryt filtratnim papirem

namocenym v roztoku GSNO. Po 10 - 15 minutach byl filtracni papir odstranén. Gel byl
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vystaven ultrafialovému svétlu, kdy pfitomnost aktivity GSNOR byla dokazana
pozitivnimi bandy odpovidajici zmizeni NADH fluorescence diky pfitomnosti enzymu

a substratu.

2.2.9. Spektrofotometricka stanoveni
2.2.9.1. Stanoveni protein G metodou Bradfordové

MéFeni bylo provadéno na mikrodestickach, kdy do jednotlivych jamek bylo
napipetovano 45 ul deionizované vody, 5 pl vzorku a 200 ul pracovniho cinidla
Bradfordové. Po protfepani a inkubaci minimalné 5 minut, kdy se vyvijelo zbarveni,
byla méfena na readru absorbance pfi 595 nm. Jako kalibra¢ni standard byl pouZzit

hovézi sérovy albumin o koncentraci 0,1 - 1 mg/ml.

2.2.9.2. Stanoveni aktivity GSNOR

Do jednotlivych jamek mikrodestiCek bylo napipetovano 225 pl fosfatového
pufru, 15 pl extraktu, 30 yl NADH a reakce byla startovana pfidavkem 30 ul GSNO.
Zména absorbance (oxidace NADH) byla méfena na mikrodestickovem
spektrofotometru (obr. 22) pfi 340 nm po dobu 1 minuty (Cisty enzym) nebo 10 minut

(rostlinné extrakty).

Obr. 22. Reader Synergy HT, BioTek Instruments, USA
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2.3. Vysledky

2.3.1. Vlastnosti purifikovaného enzymu GSNOR

Rekombinantni GSNOR z E. coli byl pfipraven podle vySe popsané metody,
rozpipetovan v malém mnozstvi do ependorfek a zamrazen. Tento enzym po dvou
mésicich zamrazeni ztratil zcela svoji aktivitu. Specifickd aktivita purifikovaného

enzymu byla 19,873 nkat/mg proteinu.

2.3.1.1. Nativni elektroforéza purifikovaného enzym u

Nativni elektroforéza cisttho GSNOR na polyakrylamidovych gelech byla
provedena podle vySe uvedeného postupu (2.2.4. Nativni elektroforéza). Na obr. 23

vidime detekci proteinll pomoci Biosafe Staining.

Nasledujici obr. 24 ukazuje detekci glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasové aktivity GSNOR pomoci MTT a NBT. Barvici smés
obsahovala 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4, 0,1 mM NAD*, 0,1 mM PMS, 1 mM
formaldehyd, 1 mM GSH a 0,1 mM NBT nebo 0,1 mM MTT. V8echny slozky barviciho
roztoku bylo potfeba nejdfive smichat a poté do tohoto roztoku vlozit gel. PFi

postupném pridavani slozek do pufru obsahujicim NAD" a PMS, kde byl ponofen gel,

voriNvson

5 10 15 20 ug proteinu

-—-NH

Obr. 23. Detekce proteinli pomoci barveni Biosafe.
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A 5 10 15 20 ug

15 20 ug proteinu

Obr. 24. Detekce GS-FDH aktivity s pomoci NBT (A) nebo MTT (B).

LepSi vysledky barveni byly dosaZzeny barvenim s MTT. Na obr. 25 vidime
koncentra¢ni fadu Cistého enzymu.

20 15 10 5 2 1 ug proteinu

Obr. 25. Detekce GS-FDH aktivity pomoci MTT.
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Fluorescencni detekce aktivity GSNOR byla provedena s pouZitim GSNO jako
substratu. Gel byl ponofen do roztoku NADH. Po inkubaci v ledové lazni byl roztok
NADH slity a gel pokryt filtracnim papirem namocenym v roztoku GSNO. Gel byl
vystaven ultrafialovému sveétlu, kdy pfitomnost aktivity GSNOR byla dokazéana
pozitivnimi bandy odpovidajici zmizeni fluorescence NADH diky pfitomnosti enzymu
a substratu (obr. 26).

5 10 15 20 ug proteinu

Obr. 26. Detekce aktivity GSNOR fluorescenéni metodou s pouzitim NADH a GSNO.

2.3.1.3. SDS elektroforéza purifikovaného enzymu

Vysledky SDS elektroforézy na polyakrylamidovém gelu jsou dokumentovany
na obr. 27. Jako marker byl pouzit Protein-Ladder 10 - 250 kDa (Bio Labs). Nalezené
bandy u vzorku purifikované GSNOR odpovidaji molekulové hmotnosti jedné
podjednotky Cistého enzymu 45 kDa, coz je v souladu s pfedpokladanou hmotnosti
proteinu vyplyvajici z genové sekvence a odpovida zjiSténé hmotnosti podjednotky
GSNOR u A. thaliana (Achkor et al., 2003).
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Obr. 27. SDS elektroforéza purifikovaného GSNOR

2.3.1.4. Western blotting

Purifikovany enzym byl déle analyzovan metodou Western blotingu. Po
provedené SDS elektroforéze byly proteiny z gelu pfeneseny na nitrocelulosovou
membranu. Pro detekci byla jako primarni protilatka pouZita polyklonalni krali¢i
protilatky pfipraveny proti purifikovanému enzymu (fedéni 1 : 1 000), jako sekundarni
kozi protilatka proti krali€¢im 1gG znacena alkalickou fosfatasou (fedéni 1 : 4 000).
K detekci byl pouZzit komeréni barvici roztok NBT-BCIP. Molekulové standardy byly

barveny pomoci Ponceau S. Vysledky jsou vidét na obr. 28.

46



5 10 15 5 10 15 pg proteinu

kDa
100

80

60

50

40

25

Obr. 28. Western blot analyza purifikované GSNOR.

2.3.2. Studium aktivity GSNOR u Arabidopsis thaliana

Rostliny Arabidopsis thaliana byly péstované a listy zpracované na extrakty
podle vySe uvedenych metod. Bylo pozorovano, Ze enzym GSNOR v rostlinnych
extraktech ztrati po zmrazZeni svoji aktivitu, musely se tedy pfipravovat extrakty vzdy

cerstve.

2.3.2.1. Stanoveni aktivity GSNOR

Specificka aktivita GSNOR v extraktech listll Arabidopsis thaliana byla
0,653 nkat/mg proteinu.

2.3.2.2. Nativni elektroforéza

Nativni elektroforéza na polyakrylamidovych gelech byla provedena podle vySe
uvedeného postupu. Na obr. 29 vidime detekci proteinl pomoci Biosafe Staining
a detekci aktivity pomoci MTT a NBT. Byly pouzity zmraZzené extrakty kofenu, listu
a kvétu Arabidopsis a extrakty listu ¢erstvého. Z uvedenych gell je zfejmé, Ze nebyla

pozorovana zadna aktivita u zmrazenych extrakt(.
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Obr. 29. Nativni elektroforéza a detekce aktivity GSNOR v extraktech A. thaliana. A:
Biosafe Staining. B: detekce aktivity pomoci NBT. C: detekce aktivity pomoci MTT.
Extrakty 1. zmraZeny kofen, 2. zmrazeny list, 3. Cerstvy list, 4. zmraZeny kvét.

2.3.2. Studium aktivity GSNOR u hrachu setého

Rostliny hrachu setého byly péstované a zpracované na extrakty podle vySe
uvedenych metod. Na obr. 30A vidime tyden staré rostlinky péstované ve svételném
rezimu 12h/den a 12h/noc pfi 22 C. Obr. 30B ukazuje etiolované rostliny, kter é rostly
pfi stejné teploté za nepfistupu svétla. Pro experimenty byly zpracované nadzemni

a kofenové ¢asti rostlin.

A B

Obr. 30. Tydenni semenacky hrachu setého. A: rostliny péstované ve svételném

rezimu 12h den/12h noc, B: rostliny péstované za nepfistupu svétla.
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2.3.2.1. Stanoveni aktivity GSNOR

Na obrazku 31 a 32 vidime vysledky stanoveni specifické aktivity GSNOR

vztazené na mg proteinu (obr. 31) a aktivity GSNOR vztazené na 1 g Cerstvé vahy

vzorkd (obr. 32) etiolovanych a zelenych rGzné starych rostlin. Z grafu je patrné, ze

aktivita enzymu klesa se stafim rostliny. NiZ3i aktivita je haméfena také v etiolované

rostliné v porovnani s rostlinou zelenou. Vysledky zamrazenych extraktt vykazovaly

také pokles aktivity v porovnani s ¢erstvymi

extrakty. Pfi

porovnani nadzemni

a kofenové casti byla namérena vy3Si aktivita enzymu vZzdy v nadzemni ¢asti rostliny.

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

specificka aktivita
(nkat/mg)

1,0

0,5

0,0

KE

SE KZ

¢asti rostlin

Sz

M 7-denni

H 14-denni

M 7-denni, zamrazeny
extrakt

Obr. 31. Specifickd aktivita GSNOR v extraktech hrachu setého. KE: kofenova ¢ast

etiolovanych rostlin, SE: nadzemni &ast etiolovanych rostlin, KZ: kofenova Céast

zelenych rostlin, SZ: nadzemni ¢ast zelenych rostlin.
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Obr. 32. Aktivita GSNOR v extraktech hrachu setého vztazend na 1g FW.
KE: kofenova c¢ést etiolovanych rostlin, SE: nadzemni Cast etiolovanych rostlin,
KZ: kofenové €éast zelenych rostlin, SZ: nadzemni ¢ast zelenych rostlin.

2.3.2.2. Zmény aktivity GSNOR v rostlinach hrachu vystavenych
teplotnimu stresu

Na obrazku 33 a 34 vidime specifickou aktivitu enzymu vztaZzenou na mg
proteinu (obr. 33) a aktivitu enzymu vztaZzenou na 1 g FW (obr. 34) u hrachu setého pfi
teplotnim stresu. 7 denni rostliny byly stresované pfi 40 C po dobu 2 a 4 hodin. Ke
kazdému Casu byla provedena kontrola rostlin bez stresu (extrakty zamrazeny, druhy
den provedena elektroforéza a spektrofotometrické stanoveni aktivity). Pocatecni
hodnota aktivity nestresované rostliny se brala jako 100 %. Naméfena aktivita GSNOR
se bé&hem teplotniho stresu zvySila. Na obr. 35 a 36 jsou uvedeny zmény aktivity
enzymu pfi teplotnim stresu 45 <. Rostliny staré 10 a 20 dni byly vystaveny teploté
45 C po dobu 2, 4 a 18 hodin (extrakty z 2 a 4 hodin zamraZeny). Ke kazdému
extraktu byla provedena ve stejny €as kontrola nestresovanymi rostlinami. Pocatecni
hodnota aktivity nestresované rostliny se brala jako 100 %. V rozporu s hodnotami pfi
stresovani teplotou 40 C se aktivita enzymu pfi stresovani teplotou 45 T sniZila.
V porovnani 10 a 20 dennich rostlin byla vzdy naméfena niZSi hodnota aktivity

u starsSich rostlin.
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Obr. 33. Zmény aktivity GSNOR vztazené na mg proteinu u 7 dennich rostlin hrachu
setého vystavenych teplotnimu stresu. 0: nestresovana rostlina, 2: inkubace 2 hodiny
pfi 40 C, 4: inkubace 4 hodiny pfi 40 C. Pocate¢ni hodnota aktivity nestresované
rostliny byla brana jako 100 %.
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Obr. 34. Zmény aktivity GSNOR vztazené na g FW u 7 dennich rostlin hrachu setého
vystavenych teplotnimu stresu. 0: nestresovana rostlina, 2: inkubace 2 hodiny pfi
40 T, 4: inkubace 4 hodiny pfi 40 C. Po ¢ate¢ni hodnota aktivity nestresované rostliny
byla brana jako 100 %.
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Obr. 35. Zmény aktivity GSNOR vztaZzené na mg proteinu u rostlin hrachu setého
vystavenych teplotnimu stresu. O: nestresovana rostlina, 2: inkubace 2 hodiny pfi
45 C, 4: inkubace 4 hodiny pfi 45 C, 18: inkubace 18 hodin pfi 45 C. Po ¢atecni
hodnota aktivity nestresované rostliny byla brana jako 100 %.
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Obr. 36. Zmeény aktivity GSNOR vztaZzené na 1g FW vrostlinach hrachu setého
vystavenych teplotnimu stresu. O: nestresovana rostlina, 2: inkubace 2 hodiny pfi
45 C, 4: inkubace 4 hodiny pfi 45 C, 18: inkubace 18 hodin pfi 45 C. Po ¢atecni
hodnota aktivity nestresované rostliny byla brana jako 100 %.
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2.3.3. Optimalizace podminek nativni elektroforézy  pro sledovani GSNOR
v rostlinnych vzorcich

Nativni elektroforéza na polyakrylamidovych gelech byla provedena podle vySe
uvedeného postupu (2.2.4. Nativni elektroforéza). Na obr. 37 jsou uvedeny typické
vysledky detekce celkovych proteint barvenim metodou Biosafe po analyze extraktu

7 dennich zelenych a etiolovanych rostlin hrachu.

A B C D

Obr. 37. Detekce proteind na nativnim gelu barvenim Biosafe. A: zelena rostlina,
nadzemni ¢ast, B: zelena rostlina, kofenova ¢ast, C: etiolovana rostlina, nadzemni

¢ast, D: etiolovana rostlina, korenova ¢ast.

2.3.3.1. Testovani metody nativni elektroforézy s p  ouzitim CTC
a fluorescen €ni detekci formazanu.

Vysledek detekce glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasové aktivity
GSNOR v nadzemni ¢asti 7 dennich rostlin pomoci CTC vidime na obr. 38. Barvici
smés obsahovala 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4, 0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 1 mM
formaldehyd, 1 mM GSH a 0,1 mM CTC. VSechny slozky barviciho roztoku bylo
potfeba nejdfive smichat a poté do tohoto roztoku vloZzit gel. Na obr. 38A vidime tvorbu
Cerveného formazanu CTC na misté vyskytu aktivity enzymu. Obr. 38B ukazuje
vizualizaci fluorescence formazanu CTC pomoci dokumenta¢niho systému UVP

(excitace 450 nm, emise 630 nm).
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A 130 100 65 33

Obr. 38. Detekce GS-FDH aktivity nadzemni ¢asti 7 dennich rostlin hrachu pomoci
CTC. A: detekce na viditelném svétle, B: fluoresceéni detekce. Ciselné hodnoty: ug

proteinu.

2.3.3.2. Optimalizace metody nativné elektroforézy s pouzitim MTT

Obr. 39 ukazuje detekci glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasové
aktivity GSNOR pomoci MTT u 7 a 14 dennich rostlin hrachu. Barvici smés obsahovala
0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4, 0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 1 mM formaldehyd, 1 mM
GSH a 0,1 mM MTT. VSechny slozky barviciho roztoku bylo potfeba nejdfive smichat
a poté do tohoto roztoku vlozit gel. Z obrdzku je patrny pokles aktivity u starSich rostlin
hrachu.
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Obr. 39. Detekce GS-FDH aktivity 7 (A) a 14 (B) dennich rostlin pomoci MTT. 1: zelena
rostlina, nadzemni &ast, 2: zelena rostlina, korenova c¢ast. 3: etiolovana rostlina,

nadzemni ¢ast, 4: etiolovana rostlina, korfenova ¢ast.

Na obr. 40 jsou vysledky porovnani 2 postupl detekce glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasové aktivity GSNOR v nadzemni ¢&sti 7 dennich rostlin
pomoci MTT. Prvni gel (obr. 40A) byl ponofen co barviciho roztoku obsahujiciho 0,1 M
fosfatovy pufr, pH 7,4, 0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 1 mM formaldehyd, 1 mM GSH
a 0,1 mM MTT. Gruhy gel (obr. 40B) byl nejprve namocen do 0,1 M fosfatového pufru
obsahujiciho 0,1 mM NAD" , 0,1 mM PMS, 1 mM formaldehyd a 1 mM GSH. Poté byl
pufr slit a gel byl pokryt filtracnim papirem napusténym 0,1 mM MTT. Z obrazku je
patrné, Ze metoda A s pouzitim kompletniho detek&niho roztoku se jevi jako lepSi
metoda detekce aktivity enzymu.
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Obr. 40. Detekce GS-FDH aktivity nadzemni &asti 7 dennich rostlin pomoci MTT.
A: metoda pomoci roztoku se vSemi sloZzkami, B: metoda s pouzitim filtraéniho papiru
napusténého MTT.

Obr. 41 ukazuje porovnani detekce glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasové aktivity GSNOR v nadzemni ¢asti 7 dennich rostlin
v pfitomnosti nebo absenci formaldehydu v barvici smési. Z obrazku vyplyva, ze
bandy, které se vyskytuji ve spodni strané gell, nejsou zavislé na pFitomnosti
formaldehydu a nejsou tedy spojené s aktivitou enzymu.
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A 130 100 65 33 B 130 100 65 33 pg proteinu

Obr. 41. Detekce GS-FDH aktivity nadzemni &asti 7 dennich rostlin pomoci MTT.
A: barvici smés s formaldehydem, B: barvici smés bez formaldehydu.

Na obr. 42 jsou uvedeny vysledky detekce glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasové aktivity GSNOR v nadzemni ¢asti 7 dennich rostlin
pomoci MTT pfi pouziti substratu geraniolu misto smési glutathionu a formaldehydu.
Barvici smés obsahovala 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4, 0,1 mM NAD", 0,1 mM nebo
1 mM PMS, 1 geraniol a 0,1 mM MTT. Na obrazku vidime, Ze lepSi vysledky byly

~ s

dosazeny s vySSi koncentraci PMS.
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A 150 112 75 37 B 150 112 75 37 ug proteinu

Obr. 42. Detekce GS-FDH aktivity nadzemni ¢asti 7 dennich rostlin hrachu pomoci
MTT s geraniolem jako substratem. A: 0,1 mM PMS, B: 1 mM PMS.

2.3.3.3. Aplikace metody s MTT pro sledovani aktivi ty GSNOR v rostlinach

Vysledky detekce glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasové aktivity
GSNOR v nadzemni ¢asti 10 dennich rostlin péstovanych ve skleniku pomoci MTT pfi
teplotnim stresu jsou uvedeny na obr. 43. Rostliny byly stresované po dobu 2 a 4 hodin
pfi 40 .
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Obr. 43. A: Detekce proteini pomoci barveni Biosafe. B: Detekce GS-FDH aktivity
nadzemni €asti 7 dennich rostlin pomoci MTT. 1: nestresovana rostlina, 2: inkubace
2 hodiny pfi 40 C, 3: kontrolni rostliny po 2 hodinach, 4: in kubace 4 hodiny pfi 40 C,
5: kontrolni rostliny po 4 hodinach.

Na  obr. 4 a 45  vidime detekci glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasové aktivity GSNOR pomoci MTT pfi teplotnim stresu rostlin.
Rostliny péstované ve skleniku byly stresované po dobu 2, 4 a 18 hodin pfi 45 C.
Vysledky analyzy extraktd nadzemni &asti 10 dennich rostlin ukazuje obr. 44
a extraktd 20 dennich rostlin obr. 45. Extrakty 1 — 5 byly pfed pouzitim pfes noc
zamrazeny, 6 a 7 pfipraveny Cerstvé pred pouZzitim.

Al 2 3 4 5 6 7 B1 2 3 4 5 6 7

s p  a— — A e

Obr. 44. A: Detekce proteini pomoci barveni Biosafe. B: Detekce GS-FDH aktivity
nadzemni ¢asti u 10 dennich rostlin pomoci MTT. 1: nestresovana rostlina, 2: inkubace
2 hodiny pfi 45 C, 3: kontrolni rostliny po 2 hodinach, 4: in kubace 4 hodiny pfi 45 C,
5: kontrolni rostliny po 4 hodinach, 6: inkubace 18 hodin pfi 45 <C, 7: kontrolni rostliny
po 18 hodinach.
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Obr. 45. A: Detekce proteinl pomoci barveni Biosafe. B: Detekce GS-FDH aktivity
nadzemni ¢asti u 20 dni starych rostlin pomoci MTT. 1: nestresovana rostlina,
2: inkubace 2 hodiny pfi 45 <, 3: kontrolni rostliny po 2 hodinach, 4: in kubace 4 hodiny
pfi 45 T, 5: kontrolni rostliny po 4 hodinach, 6: inkubace 18 hodin pfi 45 T,
7: kontrolni rostliny po 18 hodinach.
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2.4. Diskuze

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) hraje rozhodujici roli v enzymatické
oxidaci endogenniho a exogenniho formaldehydu a regulaci hladiny S-nitrosothiold,
¢imzZ chrani organismy proti nitrosativnimu stresu (Staab et al., 2008a; Thompson et
al., 2009).

S-nitrosothioly jsou endogenni metabolity oxidu dusnatého se strukturou
R-SNO. Reakce jejich vzniku je popsana jako elektrofilni atak atomu siry cysteinu nebo
homocysteinu nitrosylovanym kationem NO®, byly vSak prokazany i reakce zahrnujici
nitroxyl NO™ a NO' radikal (Gaston et al., 2003). K nejvyznamnéjSim S-nitrosothiolim
patfi S-nitrosoglutathion, ktery vznika reakci glutathionu s reaktivnimi formami dusiku
za pritomnosti O, (Barroso et al., 2006). GSNOR specificky odbourava tento
S-nitrosoglutathion, ktery v burikach pfedstavuje hlavni rezervoar S-nitrosothioll
(Godoy et al., 2006).

GSNOR katalyzuje GSH-dependentni oxidaci formaldehydu po jeho reakci
s glutathionem, kdy vznikne S-hydroxymethylglutathion (HMGSH) (Thompson et al.,
2009). Formaldehyd je toxickd slou€enina nedavno klasifikovana jako lidsky
karcinogen. U rostlin vznik4d rozpadem 5,10-methylentetrahydrofolatu a oxidaci
methanolu, ktery vznikl demethylaci pektinu (Espunya et al., 2006; Thompson et al.,
2009; Staab et al., 2009). Diky své polarizované karbonylové skupiné je vysoce
reaktivni sloucenina, ktera mize atakovat nukleofily nebo elektrofily a tim se ucéastnit
substituénich a adi¢nich reakci. Tyto reakce predstavuji prvni krok v tvorbé
kovalentnich aduktl DNA - DNA, DNA - protein a protein - protein, kde amino skupiny
pritomné v DNA a proteiny jsou kovalentné spojeny pres methylenovy most odvozeny
z formaldehydu. To vede k mutagennim G€inkim a chromozomalnim zménam, které

jsou povazovany za zaklad karcinogenity formaldehydu (Staab et al. 2008a).

Tato prace byla zaméfena na optimalizaci podminek detekce aktivity GSNOR
pomoci nativni elektroforézy. Byly optimalizovany dvé metody detekce aktivity na
polyakrylamidovych gelech po nativni elektroforéze. Prvni z nich byla detekce zaloZzena
na vyuziti umeélych elektronovych akceptorid. Byly pouzity tyto akceptory:
nitrotetrazoliové modfi (NBT), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium
bromid (MTT) a 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chlorid (CTC). Jejich redukce vede
k tvorbé nerozpustnych formazanu, které tvofi v misté vyskytu GSNOR modrofialové
nebo Cervené prouzky na gelu, podle pouZiti akceptoru. Druh& metoda detekce aktivity

byla metoda fluorescenéni. Tato metoda je zaloZena na sledovani sniZeni fluorescence

61



NADH vlivem spotfeby tohoto kofaktoru v misté vyskytu GSNOR na gelu (Seymour &
Lazarus, 1989 a Fernandez et al., 2003).

V experimentalni &asti prace byl nejprve purifikovan rekombinantni enzym
GSNOR z E. coli. Pro tuto pfipravu mi byly poskytnuty Mgr. Lucii Kubienovou buriky
E. coli obsahujici plasmid pCDFDuet s vloZzenou sekvenci SIGSNOR (ADB43258). Na
tomto CcCisttm enzymu byla optimalizovana metoda detekce aktivity pomoci
elektronovych akceptoru tvoficich nerozpustné formazany. K nativni elektroforéze byly
pouzity gely o hustoté 10 % délici a 5 % zaostfovaci gel. Bylo zjisténo, Ze slozky
barviciho roztoku musi byt nejdfive dikladné smichany a poté vioZen gel. Inkubace
gelu probihala na tfepacce ve tmé. Podle ¢lanku Sakamoto et. al., 2002 byl gel vioZzen
do roztoku obsahujiciho kofaktor NAD" a PMS, poté pfidan GSH s formaldehydem
a nakonec elektronovy akceptor NBT nebo MTT. Timto zplsobem na gelu dochazelo
ke vzniku skvrn, a tim byla ztizena mozZnost interpretace vysledkd. Na obr. 26 vidime
porovnani pouziti NBT a MTT. LepSi vysledky barveni byly dosazeny s MTT. Pro
pouziti metody fluorescenéni detekce aktivity GSNOR byl nejprve pfipraven substrat
S-nitrosoglutathion (GSNO). Gel po nativni elektroforéze byl nejprve ponofen do
roztoku obsahujici koenzym NADH, po inkubaci na ledové lazni nebo v ledni¢ce byl
roztok slit a gel pokryt filtraénim papirem namocenym v roztoku GSNO. Po dalSi
inkubaci ve tmé byl gen vystaven ultrafialovému svétlu a pfitomnost aktivity GSNOR
byla prokazdna pozitivnimi bandy odpovidajici zmizeni NADH fluorescence diky
pfitomnosti enzymu a substratu GSNO. Tyto vysledky muzeme vidét na obrazku 26.
U Cistého enzymu GSNOR byla také provedena SDS elektroforéza (obr. 27.), kde
nalezené bandy odpovidaji molekulové hmotnosti jedné podjednotky Cistého enzymu
velikosti 45 kDa publikované v ¢lanku Achkor et al., 2003. Gel po SDS elektroforéze byl
pfenesen na membranu pomoci western blottingu. Jako primarni protilatka byla pouzita
polyklonalni krali¢i protilatka na SIGSNOR, jako sekundarni kozi protilatka proti
kralicim 1gG znacena alkalickou fosfatasou. K detekci enzymu byl pouzit barvici roztok
NBT-BCIP (obr. 28.). Na membrané jsou také vidét bandy odpovidajici velikosti jedné
podjednotky GSNOR 45 kDa, cozZ je v souladu s predpoklddanou hmotnosti proteinu
vyplyvajici z genové sekvence a odpovida zjisténé hmotnosti podjednotky GSNOR
u A. thaliana (Achkor et al.,, 2003). Aktivita d¢isttho enzymu byla stanovena
spektrofotometricky s pouzitim koenzymu NADH a substratu GSNO. Zména
absorbance (oxidace NADH) byla méfena na mikrodestickovém spektrofotometru pfi
340 nm po dobu 1 minuty. Zjisténa hodnota specifické aktivity enzymu odpovidala
hodnoté 19,873 nkat/mg proteinu. Zamrazeny Cisty enzym ztratil po dvou mésicich

zcela svoiji aktivitu.
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U enzymu z Arabidopsis thaliana se vyskytl problém se stabilitou enzymu. Po
zmrazeni extraktd enzym GSNOR zcela ztratil svoji aktivitu. Musely se tedy pfipravovat
extrakty vzdy Cerstvé. Ztratu aktivity ve zmraZenych extraktech prezentuje obr. 29.
Z tohoto duvodu a veétSi Casové narocnosti péstovani A. thaliana se zvolila jako
modelové rostlina pro aplikaci optimalizované metody nativni elektroforézy a detekce
aktivity GSNOR hrach sety. Specificka aktivita GSNOR v extraktech listd A. thaliana
byla 0,653 nkat/mg proteinu.

U experimentl s pouZzitim hrachu setého jako modelové rostliny se aktivita
GSNOR po zamraZeni snizila (obr. 31), ale nevymizela jako tomu bylo pfi zmrazZeni
extraktd A. thaliana. Rostlinné extrakty vSak byly i pfesto z vétSi ¢asti pouzity ihned.
Rostliny v zimnim obdobi rostly ve fytotronu ve svételném reZimu 12h/den a 12h/noc
pfi 22 €. Cast rostlin byla p&stovana pfi stejné teploté za nepFistupu svétla. Pro
experimenty byly zpracované nadzemni a kofenové €asti rostlin. V jarnim obdobi byly
rostliny péstované ve skleniku a zalévané Zivnym Hoaglandovym roztokem. Aktivita
enzymu GSNOR byla stanovena spektrofotometricky pouzitim koenzymu NADH
a substrdtu GSNO. Zména absorbance (oxidace NADH) byla méfena na
mikrodestickovém spektrofotometru pfi 340 nm po dobu 10 minut. Graf s vysledky
stanoveni specifické aktivity enzymu razné starych etiolovanych a zelenych rostlin
vidime na obr. 31. Z grafu je patrné, Ze aktivita enzymu klesa se stafim rostliny. Niz3i
aktivita je naméfrena také v etiolované rostliné v porovnani se stejné starou rostlinou
zelenou. Vysledky zamraZzenych extraktt vykazovaly také pokles aktivity v porovnani
s Cerstvymi extrakty. Pfi porovnani nadzemni a kofenové Casti byla namérena vySSi
aktivita enzymu vzdy v nadzemni €asti rostliny. Na obr. 32 vidime stejny experiment
s aktivitami GSNOR vztazenymi 1 g FW. Rostliny hrachu byly dale podrobeny
teplotnimu stresu. 7 denni rostliny byly stresované pfi 40 € po dobu 2 a 4 hodin. Ke
kazdému Casu byla provedena kontrola rostlin bez stresu (extrakty zamrazeny, druhy
den provedena elektroforéza a spektrofotometrické stanoveni aktivity). Vysledky jsou
vidét na obr. 33 a 34. Pocate¢ni hodnota aktivity nestresované rostliny byla brana jako
100 %. Naméfena aktivita GSNOR se béhem teplotniho stresu zvySila. DalSim
experimentem byly 10 a 20 denni rostliny stresované teplotou 45 C po dobu 2, 4 a 18
hodin (extrakty z2 a 4 hodin zamraZeny). V rozporu s hodnotami pfi stresovani
teplotou 40 T se aktivita enzymu p fi stresovani teplotou 45 C sniZzila. V porovnani 10
a 20 dennich rostlin byla vzdy naméfena niZsi hodnota aktivity u starSich rostlin, coz
odpovidéa i snizeni aktivity GSNOR u starsich rostlin prezentované na obr. 31. Clanek
Lee et. al., 2008 ukazuje vysledky teplotniho stresu u A. thaliana, kdy exprese GSNOR

u stresovanych rostlin byla podobné jako u kontrolni rostliny. Corpas et. al., 2008
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ukazuje zvyseni aktivity GSNOR v disledku zvy3eni teploty 0 27 - 67 %. Clanek Lee
et. al., 2008 uvadi, Ze vy3Si hladina GSNO zvySuje citlivost na vysokou teplotu
v disledku poruSeni drahy, ktera citlivé reaguje na reaktivni formy kysliku nebo dusiku.

Proto je tedy pfi plsobeni vysoké teploty na rostlinu aktivita GSNOR sniZena.

VSechny rostlinné extraky hrachu setého, vnichz byla stanovena
spektrofotometrickou metodou aktivita GSNOR, byly také podrobeny analyze nativni
elektroforézou a nasledné detekci aktivity GSNOR podle optimalizované metody
barveni pomoci MTT na glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasovou
aktivitu GSNOR (obr. 39). Na obr. 40 jsou srovnany dvé metody detekce, kdy byl pouzit
barvici roztok obsahujici vSechny slozky (obr. 40A) proti barveni, kdy byl gel nejprve
namodcen do 0,1 M fosfatového pufru obsahujiciho 0,1 mM NAD" , 0,1 mM PMS, 1 mM
formaldehyd a 1 mM GSH. Poté byl pufr slit a gel byl pokryt filtracnim papirem
napusténym 0,1 mM MTT (obr. 40B). Z vysledk(l je patrné, Ze metoda roztoku
sloZzeného ze v3ech Casti smési se jevi jako lepSi metoda detekce aktivity enzymu.
Vyskyt bandl na spodni strané gelu byl zkouman pouzitim barvici smési pfi pfidani
nebo nepfidani formaldehydu. Z vysledkd uvedenych na obr. 41 vyplyva, Ze bandy,
které se vyskytuji ve spodni strané geld, nejsou spojené s aktivitou enzymu. Pro dalSi
experiment byl pouZit jako substrat pro GSNOR geraniol misto GSH a formaldehydu
a byla porovnana rizna koncentrace PMS pfi pouziti geraniolu jako substratu (obr. 42).
Lepsi vysledky byly dosaZeny s vy3Si koncentraci PMS 1 mM. Byla testovana moZnost
pouziti CTC misto MTT pfi detekci aktivity GSNOR z divodu predpokladané tvorby
fluoreskujiciho formazanu CTC a mozZnosti jeho detekce (obr. 38). Na misté vyskytu
aktivity enzymu vidime tvorbu ¢erveného formazanu CTC dokumentovanou ve viditelné
oblasti, na obr. 38B vizualizaci fluorescence formazanu pomoci dokumentaéniho
systému UVP (excitace 450 nm, emise 630 nm). Metoda detekce pomoci MTT byla

dale aplikovana na gely po teplotnim stresu rostlin pfi 40 C a 45 C (obr. 43 - 45).

Nejvhodnéjsi postup nativni elektroforézy se ukazal postup pfi elektroforéze na
10 % délicim a 5 % zaostfovacim gelu. Detekce aktivity GSNOR po nativni
elektroforéze byla z hlediska reprodukovatelnosti vysledkl a citlivosti detekce metoda
pomoci MTT jako elektronového akceptoru. Optimalni sloZeni barvici smési bylo 0,1 M
fosfatovy pufr, pH 7,5, 0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 0,1 mM MTT, 1 mM formaldehyd
al mM GSH. Pro dosazeni optimalnich vysledkd byly vSechny slozky barvici smési
nejprve rozpustény v pufru a poté vioZen gel. Inkubace gelu probihala na tfepacce ve
tmé. Dobré vysledky byly také dokazany s pouZzitim substratu geraniolu misto GSH
s formaldehydem. Fluorescenéni metoda pomoci koenzymu NADH a GSNO jako

substratu se ukazala byt také dobrou metodou detekce aktivity GSNOR. U gistého
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enzymu byla provedena SDS elektroforéza a nasledny western blotting. Nalezené

bandy odpovidaly molekulové hmotnosti jedné podjednotky €istého enzymu 45 kDa.

2.5. Zaver

Teoreticka Cast diplomové prace byla zaméfena na literarni reSerSi shrnujici
publikované poznatky o nitrosativnim stresu a s nim spojenymi reaktivnimi formami
dusiku. Byla popsana role oxidu dusnatého v regulaci mnoha fyziologickych
i patologickych procest v Zivo€iSnych a rostlinnych burnikach. Déle byly popsany
poznatky o S-nitrosothiolech a S-nitrosylaci jako posttranslaéni modifikaci cysteinovych
rezidui. Hlavni  ¢ast prace byla  vénovana  charakterizaci  enzymu
S-nitrosoglutathionresuktasy (GSNOR), ktera hraje rozhodujici roli v enzymatické
oxidaci formaldehydu a regulaci hladiny S-nitrosothiol(. Byla popséna jeji struktura,
vlastnosti, fylogeneticky vyvoj, reakce katalyzované GSNOR a vyskyt a funkce u rostlin
a zivocichl. Posledni kapitoly byly vénované prehledu metod pro detekci aktivity
GSNOR.

V experimentélni ¢asti prace byla provedena purifikace rekombinantniho
enzymu GSNOR v E. coli. Dale byla na tomto €istém enzymu provedena optimalizace
metody detekce aktivity GSNOR na polyakrylamidovém gelu po nativni elektroforéze
pomoci elektronovych akceptorll tvoficich nerozpustné formazany. Aktivita enzymu
byla také stanovena spektrofotometricky. Tyto metody byly aplikovany pfi sledovani
aktivity GSNOR na modelovych rostlinach A. thaliana a hrachu setém. Rostliny hrachu
setého byly rozdéleny na kofenovou a nadzemni ¢ast. Aktivita byla méfena v rlizné
starych zelenych rostlindch, vrostlinach péstovanych za nepfistupu svétla
a v rostlinach podrobenych teplotnimu stresu. PFi studiu vlivu teplotniho stresu byly
pozorovany rozdilné zmény aktivity GSNOR v zavislosti na pokusu stresovani
7 dennich rostlin pfi 40 T a 10 a 20 dennich rostlin pfi teploté 45TC. Tyto zm ény
aktivity GSNOR v teplotnim stresu byly prokdzany méfenim aktivity i pouzitim nativni
elektroforézy, coz prokazuje Ulohu tohoto enzymu v obranné reakci rostlin v souvislosti

S nitrosativnim stresem.
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AA/BIS
ADH
ADH1
ADH3
Arg

Asp
AtNOA1
AtNOS1
CcADPR
cGMP
CTC
Cys
DNA
EDTA
eNOS
FAD
FALDH
FMN
Glu

Gly
GSH
GSNO
GSNHOH
GSNOR
GSO,H
GSOzH
GSONH;,
GSSG
His
HMGSH
INOS
Keat

Km

Leu

Mr

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

roztok akrylamid/N,N‘-methylenbisakrylamid
alkoholdehydrogenasa
alkoholdehydrogenasa tfidy |
alkoholdehydrogenasa tfidy 111

arginin

kyselina asparagova

protein souvisejici s produkci NO (pozdéjsi oznaceni)
protein souvisejici s produkci NO
cyklicka adenosindifosfatribosa

cyklicky guanosinmonofosfat
5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chlorid
cystein

deoxyribonukleova kyselina
ethylendiamintetraoctova kyselina
endotelova synthasa oxidu dusnatého
flavinadenindinukleotid
glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
flavinmononukleotid

kyselina glutamovéa

glycin

glutathion

S-nitrosoglutathion
S-hydroxyaminoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
glutathionsulfinova kyselina
glutathionsulfonova kyselina
glutathionsulfinamid

glutathiondisulfid (oxidovany glutathion)
histidin

S-hydroxymethylglutathion
indukovatelna synthasa oxidu dusnatého
katalyticka konstanta

Michaelisova konstanta

leucin

relativni molekulovd hmotnost
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mMRNA
MTT
NAD"*
NADH
NADP*
NADPH
Na,EDTA
NBT
nNOS
NOS
NR
pAtGSNOR
Phe
PMS
p53
RNS
RSNO
ROS
Ser
SNOs
TEMED
Thr

medidtorova RNA

thiazolova modf

nikotinamidadenindinukleotid (oxidovanana forma)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)
nikotinamidadenindunukleotidfosfat (oxidovanana forma)
nikotinamidadenindunukleotidfosfat (redukovana forma)
disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové
nitrotetrazoliova modf

neuronova synthasa oxidu dusnatého

synthasa oxidu dusnatého

nitratreduktasa

transformované bunky E. coli

fenylalanin

fenazinmethosulfat

protein regulujici expresi mnoha genu

reaktivni formy dusiku

S-nitrosothioly

reaktivni formy kysliku

serin

S-nitrosothioly

N,N‘-tetramethylendiamin

threonin
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